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“Então o Senhor respondeu a Jó do meio da tempestade e disse: 
‘Quem é esse que obscurece o meu conselho com palavras sem conhecimento? 
Prepare-se como simples homem; vou fazer-lhe perguntas, e você me responderá. 
‘Onde você estava quando lancei os alicerces da terra? Responda-me, se é que 
você sabe tanto. 
Quem marcou os limites das suas dimensões? Talvez você saiba! E quem estendeu 
sobre ela a linha de medir? 
‘Quem represou o mar pondo-lhe portas,... 
quando fixei os seus limites e lhe coloquei portas e barreiras, 
quando eu lhe disse: Até aqui você pode vir, além deste ponto não, aqui faço parar 
suas ondas orgulhosas?  
‘Você já foi até as nascentes do mar, ou já passeou pelas obscuras profundezas do 
abismo?  
‘É você que dá força ao cavalo ou veste o seu pescoço com sua crina tremulante? 
Você o faz saltar como gafanhoto, espalhando terror com o seu orgulhoso 
resfolegar? 
Ele escarva com fúria, mostra com prazer a sua força, e sai para enfrentar as armas. 
Ele ri do medo, e nada teme; não recua diante da espada.  
‘É graças à inteligência que você tem que o falcão alça vôo e estende as asas rumo 
sul? 
É por sua ordem, que a águia se eleva, e no alto constrói o seu ninho?  
Então Jó respondeu ao Senhor: 
‘Sei que podes fazer todas as coisas; nenhum dos teus planos pode ser frustrado. 
Tu perguntaste: ‘Quem é esse que obscurece o meu conselho sem conhecimento?’ 
Certo é que falei de coisas que eu não entendia, coisas tão maravilhosas que eu não 
poderia saber. 
‘Tu disseste: ‘Agora escute, e eu falarei; vou fazer-lhe perguntas, e você me 
responderá’. 
Meus ouvidos já tinham ouvido a teu respeito, mas agora os meus olhos te viram. 
Por isso menosprezo a mim mesmo e me arrependo no pó e na cinza". 
 





Lista de Figuras………………………………………………….............................… xv 
Lista de Abreviaturas e Símbolos……………………………….....................…..… xvii 
Resumo……………….……………………………………………………………....… xix 
INTRODUÇÃO………………………………………………………………………..... 1 
1.1 Sono................................................................................................................ 1 
1.2 Apnéia obstrutiva do sono………………………………………………………... 1 
1.3 Repercussões clínicas da apnéia obstrutiva do sono…………………….....… 5 
1.4 Resistência à insulina…………………………………………………………...… 6 
1.5 Processo secretório de insulina……………………………………………......… 6 
1.6 Ações fisiológicas da insulina…………………………………….....…………… 7 
1.7 Via de sinalização da insulina………………….………………...…………….… 7 
1.8 Apnéia obstrutiva do sono e resistência à insulina…….......................……… 10 
1.9 Modelos animais de apnéia obstrutiva do sono...…………………..............… 13 
OBJETIVOS……………………………………………………………………….....… 14 
2.1 Objetivo geral……………………………………………………………........…… 14 
2.2 Objetivos específicos………………………………………………….......……… 14 
MÉTODOS….........................………………………………………………........…… 15 
3.1 Animais…………………………………………………………………….........…. 15 
3.2 Método de indução da apnéia obstrutiva em ratos conscientes……….......… 15 
3.3 Canulação venosa…………………………………………………………........… 18 
3.4 Protocolo experimental………………………………………………………........ 18 
3.5 Teste de tolerância à glicose (GTT)...………………...…………….…………... 19 
3.6 Teste de tolerância à insulina (ITT)……………………………………....……… 20 
3.7 Avaliação da secreção de insulina em ilhotas de Langerhans...........………. 20 
3.8 Insulina sérica...........................................................................…..…….….… 21 
3.9 Avaliação da via de sinalização da insulina............……………....…………… 22 
3.10 Análise estatística…………………………………………………….............…. 25 
RESULTADOS…………………………………………………………………….....… 26 
4.1 Características gerais dos animais……………………………………….……… 26 
 xiv 
4.2 Testes in vivo: GTT e ITT…………………………………………………........… 26 
4.3 Secreção de insulina…………………………………………………….......……. 28 
4.4 Via de sinalização da insulina em músculo…………………………….…….… 29 






  xv 
LISTA DE FIGURAS 
 
Figura 1 - Esquema de uma polissonografia mostrando um evento de 
apnéia obstrutiva............................................................................................ 3 
Figura 2 - Esquema simplificado da via de sinalização da insulina na 
captação de glicose........................................................................................                           8
Figura 3 - Construção e implantação do balão traqueal................................ 16 
Figura 4 - Mecanismo de inflação do balão traqueal.................................… 17 
Figura 5 - Teste de tolerância à glicose (GTT) aplicado em animais dos 
grupos controle (○) e apnéico (●)................................................................... 27 
Figura 6 - Teste de tolerância à insulina (ITT) aplicado em animais dos 
grupos controle e apnéico..............................................................................  28 
Figura 7 - Secreção estática de insulina de ilhotas isoladas de animais dos 
grupos controle (□) e apnéico (■), estimuladas por diferentes 
concentrações de glicose............................................................................... 29 
Figura 8 - Fosforilação em tirosina do IR em músculo de animais dos 
grupos controle e apnéico sem (-) e com (+) estímulo de insulina................. 30 
Figura 9 - Fosforilação em tirosina do IRS-1 em músculo de animais dos 
grupos controle e apnéico sem (-) e com (+) de insulina............................... 31 
Figura 10 - Associação do IRS-1/PI3-K em músculo de animais dos 
grupos controle e apnéico sem (-) e com (+) estímulo de insulina................. 32 
Figura 11 - Fosforilação em tirosina do IRS-2 em músculo de animais dos 
grupos controle e apnéico sem (-) e com (+) de insulina............................... 33 
Figura 12 - Associação do IRS-2/PI3-K em músculo de animais dos 
grupos controle e apnéico sem  (-) e com (+) estímulo de insulina................  34 
Figura 13 - Fosforilação da AKT em músculo de animais dos grupos 
controle e apnéico sem (-) e com (+) estímulo de insulina............................. 35 
Figura 14 - Fosforilação em tirosina do IR em fígado de animais dos 
grupos controle e apnéico sem  (-) e com (+) estímulo de insulina................ 36 
Figura 15 - Fosforilação em tirosina do IRS-1 em fígado de animais dos 
grupos controle e apnéico sem (-) e com (+) estímulo de insulina................. 37 
Figura 16 - Associação do IRS-1/PI3-K em fígado de animais dos grupos  
  xvi 
controle e apnéico sem (-) e com (+) estímulo de insulina. ........................... 38 
Figura 17 - Fosforilação em tirosina do IRS-2 em fígado de animais dos 
grupos controle e apnéico sem (-) e com (+) estímulo de insulina................. 39 
Figura 18 - Associação do IRS-2/PI3-K em fígado de animais dos grupos 
controle e apnéico sem (-) e com (+) estímulo de insulina............................. 40 
Figura 19 - Fosforilação da AKT em fígado de animais dos grupos controle 
e apnéico sem (-) e com (+) estímulo de insulina........................................... 41 
Figura 20 - Possíveis alterações no metabolismo de glicose induzidos pela 
apnéia............................................................................................................. 52 
  xvii 
LISTA DE ABREVIATURAS E SÍMBOLOS 
 
ADP adenosina difosfato 
AGLs ácidos graxos livres  
AH apnéia e hipopnéia 
AKT/PKB proteína serina/treonina quinase B 
AOS apnéia obstrutiva do sono 
APS proteína adaptadora com domínios PH e SH2 
ATP adenosina trifosfato  
CaCl2 cloreto de cálcio 
Cbl molécula adaptadora e substrato do receptor de insulina 
CEDEME centro de desenvolvimento de modelos experimentais 
CPAP pressão positiva contínua nas vias aéreas  
DHGNA doença hepática gordurosa não alcoólica  
DM2 diabetes mellitus tipo 2  
DNA ácido desoxirribonucléico 
ECG eletrocardiograma 
EDTA ácido etilenodiaminotetracético 
EEG eletroencefalograma 
EHNA esteato hepatite não-alcoólica  
EMG eletromiograma 
EOG eletrooculograma 
EPM erro padrão da média 
EPM-1 escola paulista de medicina-1 
Gab-1 molécula adaptadora e substrato do receptor de insulina 
GLUT 2 transportador de glicose 2 
GLUT 4 transportador de glicose 4 
GSK-3 glicogênio sintase quinase-3   
GTT teste de tolerância à glicose 
IAH índice de apnéia e hipopnéia  
ICSD-2 segunda edição da classificação internacional dos distúrbios do sono 
IL-6 interleucina-6  
  xviii 
IR receptor de insulina 
IRS-1 substrato 1 do receptor de insulina 
IRS-2 substrato 2 do receptor de insulina 
IRS-3 substrato 3 do receptor de insulina 
IRS-4 substrato 4 do receptor de insulina  
ITT teste de tolerância à insulina 
JNK c-jun N-terminal kinase  
KCl cloreto de potássio 
KH2PO4 fosfato de potássio monobásico 
kITT constante de decaimento da glicose 
MgSO4 sulfato de magnésio 
Na2HPO4 fosfato dissódico 
NaCl cloreto de sódio 
NADPH nicotinamida adenina dinucleotídeo fosfato 
NaHCO3 bicarbonato de sódio 
NaOH hidróxido de sódio 
ºC graus Celsius 
PERCK fosfoenolpiruvato carboxiquinase 
pH potencial hidrogeniônico 
PI3-K fosfatidilinositol 3-quinase 
PMSF fluoreto de fenilmetil sulfonila 
PTP1B proteína tirosina fosfatase 1B 
PVDF poli(fluoreto de vinilideno) 
PY fosfotirosina 
RNAm ácido ribonucléico mensageiro 
SAHOS síndrome da apnéia/hipopnéia obstrutiva do sono 
SAOS síndrome da apnéia obstrutiva do sono 
SDS dodecil sulfato de sódio 
SDS-PAGE eletroforese em gel de poliacrilamida com dodecil sulfato de sódio 
Shc molécula adaptadora e substrato do receptor de insulina 
SIRP signal regulatory protein 
SREBP-1c  sterol regulatory element-binding proteins 




Pacientes com apnéia obstrutiva do sono (AOS) muitas vezes apresentam síndrome 
metabólica, porém os mecanismos desta associação não estão claros; em parte 
porque a presença de comorbidades dificulta a identificação das causas e 
consequências. Investigamos se apnéia afeta a sensibilidade à insulina. Usamos um 
balão traqueal contido em um tubo de Teflon para induzir apnéia sem provocar dor 
traqueal no rato consciente. Uma semana após a implantação do balão, os ratos 
foram submetidos a 8 h de apnéia intermitente de 14 s a cada 2 min. Ratos controles 
tiveram o balão traqueal, mas não foram submetidos à apnéia. Trinta minutos após o 
término das apnéias, a glicose sanguínea e a insulina plasmática estavam elevadas. 
O teste de tolerância à glicose (injeção i.v. de 1 g/kg de glicose) mostrou que apnéia 
reduziu a metabolização da glicose pelos tecidos. O teste de tolerância à insulina 
(injeção i.v. de 0,75 U/kg de insulina) mostrou uma tendência (p = 0,07) de 
decaimento da glicose mais lento após apnéia, sugerindo que apnéia induziu a 
resistência à insulina. A apnéia aumentou a secreção de insulina estimulada por 
16,7 mM de glicose em ilhotas de Langerhans isoladas. Westerns blots não 
mostraram diferenças entre ratos apnéicos e ratos controles na ativação do IR, IRS-
1, IRS-2, IRS-1/PI3-K, IRS-2/PI3-K e AKT no músculo esquelético e no fígado. Em 
conclusão, 8 h de apnéia intermitente induziu alterações no metabolismo de glicose. 










O sono consiste num estado ativo e complexo e sua ocorrência envolve 
diferentes fenômenos comportamentais, bioquímicos e eletrofisiológicos. São 
identificados dois estados distintos do sono: o sono REM (rapid eye movement), 
caracterizado pela presença de ondas dessincronizadas corticais, músculos atônicos 
e sonho; e o sono NREM (non-rapid eye movement), associado com a presença de 
ondas sincronizadas corticais, atividade psicológica mínima e baixo tônus muscular. 
O sono NREM é subdividido em 3 estágios definidos (N1, N2 e N3), partindo do 
sono mais superficial até o mais profundo (1). O ciclo completo do sono se repete de 
4 a 5 vezes por noite com duração aproximada de 90 a 110 min e é alternado 
ciclicamente pelos 3 estágios do sono NREM (75 a 80% do sono) seguido do sono 
REM (20 a 25% do sono) (2). 
Várias funções biológicas são atribuídas ao sono, como plasticidade neural, 
termorregulação, maturação e restauração do sistema nervoso central, manutenção 
do equilíbrio geral do organismo, secreção de hormônios, dentre outras. Devido a 
essas importantes funções, os transtornos do sono podem acarretar alterações 
significativas no funcionamento metabólico, cognitivo e social do indivíduo, além de 
comprometer substancialmente a qualidade de vida (3). 
 
1.2 Apnéia obstrutiva do sono 
De acordo com a segunda edição da classificação internacional dos distúrbios 
do sono (ICSD-2), os transtornos do sono são classificados em oito grandes 
categorias, destacando-se dentre estas por sua maior importância e frequência dos 
casos os transtornos respiratórios do sono, dos quais as apnéias e hipopnéias (AH) 
fazem parte (4). 
A apnéia é definida como cessação momentânea e frequentemente cíclica da 





definida como diminuição momentânea ou sustentada da amplitude da respiração, 
com redução do fluxo de ar ≥ 30%, também pelo mesmo período mínimo de tempo, 
associada com uma dessaturação de oxigênio ≥ 4%. Além disso, quando a 
sequência de respirações for caracterizada por aumento progressivo do esforço 
respiratório levando ao despertar, porém não atendendo aos critérios para apnéia ou 
hipopnéia, tem-se por definição o RERA (respiratory effort-related arousal). As AH 
diferem quanto ao grau de obstrução da faringe, entretanto, apresentam 
fisiopatologia e impactos clínicos semelhantes (1). 
As AH são classificadas em três categorias (tipos): central, obstrutiva e mista,  
sendo as duas últimas as mais frequentes e comuns. A tríade é definida como 
cessação do fluxo aéreo por no mínimo 10 s e considera-se central quando não há 
esforço respiratório, obstrutiva quando este ocorre e mista quando a AH começa 
central, porém com o seu decurso, ocorre esforço respiratório sem fluxo aéreo (5). 
A gravidade da AH do sono é estabelecida de acordo com o número de 
eventos obstrutivos por hora de sono, o qual é definido como índice de apnéia e 
hipopnéia (IAH). Segundo os critérios da American Academy of Sleep Medicine (6), 
o distúrbio é considerado leve quando o IAH for ≥ 5 e ≤ 15 eventos/h; moderado 
quando o IAH for > 15 e ≤ 30 eventos/h; e grave quando o IAH for > 30 eventos/h. 
A polissonografia é o exame padrão-ouro para o diagnóstico da síndrome da 
apnéia/hipopnéia obstrutiva do sono. Neste registra-se simultaneamente algumas 
variáveis fisiológicas, como eletroencefalograma (EEG), eletrooculograma (EOG) e 
eletromiograma (EMG), as quais permitem definir os estágios do sono. Também são 
avaliados registros cardiorrespiratórios, como eletrocardiograma (ECG), fluxo aéreo, 
movimentos torácicos e abdominais e saturação de oxigênio, sendo que os 3 últimos 
dados revelam o desempenho respiratório e quantificam o número de AH durante o 













Figura 1: Esquema de uma polissonografia mostrando um evento de apnéia obstrutiva. Referência 
(8). 
O termo síndrome da apnéia/hipopnéia obstrutiva do sono (SAHOS) é 
empregado para definir pacientes portadores de apnéia obstrutiva do sono (AOS) 
que apresentam excessiva sonolência diurna e/ou alguns dos diversos sintomas 
próprios desta patologia. Conforme a American Academy of Sleep Medicine (4), os 
critérios para o diagnóstico da SAHOS são: hipersonolência diurna associada com 
IAH ≥ 5 eventos/h, ou ainda a soma de dois ou mais dos sintomas de engasgamento 
ou respiração ofegante, despertares recorrentes, sono não reparador, fadiga diurna 
e falta de concentração associados com IAH ≥ 5 eventos/h, como também IAH ≥ 15 
eventos/h, mesmo na ausência de sintomas. 
O colapso da faringe na AOS pode ser causado por controle anormal dos 
músculos das vias aéreas superiores ou por anormalidade anatômica. 
Fisiologicamente, a oclusão das vias aéreas superiores durante o sono é decorrente 
do relaxamento das estruturas musculares que revestem a faringe, atenuando a 
passagem do ar. Desta forma, qualquer fator adicional anormal que reduza o calibre 
da via aérea durante o sono pode favorecer seu colapso. A possível causa deste 
colabamento na AOS seria de uma alteração da atividade dos músculos dilatadores 





anatômicos na faringe e deformidades orofaciais, como também, presença de 
macroglossia, úvula extensa e deposição de gordura parafaringeana contribuem 
para a obstrução da via aérea durante o sono. Como revisto por Salles e 
colaboradores (9), essas irregularidades cefalométricas estão presentes na etiologia 
da AOS, entretanto, pouco interferem na manutenção da respiração normal no 
estado de vigília; encontrando prejuízo apenas no sono (7, 10).  
Atualmente a SAHOS é considerada um problema de saúde pública. O risco 
para desenvolver o transtorno respiratório do sono aumenta com a idade e 
obesidade e a sua maior prevalência é encontrada em homens.  
Os dados epidemiológicos encontrados nos estudos sobre a SAHOS variam 
com os seus critérios de diagnóstico e com a faixa etária. Um dos maiores estudos 
epidemiológicos da literatura sobre a síndrome da apnéia obstrutiva do sono (SAOS) 
estima que para um IAH ≥ 5 eventos/h e sonolência diurna excessiva a prevalência 
em uma população geral foi de 4% em homens e 2% em mulheres com idade entre 
30 e 60 anos. Entretanto, quando avaliado somente o IAH ≥ 5 eventos/h, a 
prevalência subiu para 24% em homens e 9% em mulheres (11).  
O primeiro estudo epidemiológico sobre a SAOS realizado na cidade de São 
Paulo que utilizou polissonografia mostrou que a prevalência deste transtorno 
respiratório foi a maior até então relatada. Dos 1042 voluntários (entre 20 e 80 anos) 
submetidos ao teste de polissonografia, 32,8% apresentaram a SAOS (12). 
Um estudo feito com 1741 indivíduos dos Estados Unidos mostrou que a 
prevalência da SAOS é maior no sexo masculino do que no feminino, com uma 
proporção de 3,3:1. Observou-se também que mulheres em fase pré-menopausa, 
bem como aquelas pós-menopáusicas, mas que fazem reposição hormonal, a 
prevalência da síndrome foi baixa (0,6 e 0,5%, respectivamente). Em contrapartida, 
mulheres que não fazem o uso da terapia a prevalência foi de 2,7%, sugerindo 
assim uma influência hormonal na fisiopatologia da AOS (13). Entretanto, mulheres 
que apresentam a síndrome do ovário policístico (desordem endócrina caracterizada 
por hiperandrogenismo, oligo-anovolução e resistência à insulina) foram 30 vezes 





resistência à insulina foi o maior fator de risco para AOS comparado com o índice de 
massa corporal (IMC) ou testosterona (14). 
 
1.3 Repercussões clínicas da apnéia obstrutiva do sono 
A apnéia pode ocorrer centenas de vezes por noite, ocasionando 
fragmentação do sono e prejuízo de sua arquitetura normal. Além disso, a apnéia 
também induz hipóxia intermitente, provocando períodos repetidos de dessaturação 
de oxigênio, fenômeno semelhante, porém mais brando, ao de isquemia (15). 
Ambas as conseqüências podem causar hiperatividade simpática, hipertensão, 
ativação de vias inflamatórias e estresse oxidativo, disfunção endotelial e distúrbios 
metabólicos (16, 17). Destaca-se dentre estes distúrbios metabólicos a resistência à 
insulina, a qual é a característica central da síndrome metabólica. 
A síndrome metabólica consiste em um conjunto de alterações metabólicas 
inter-relacionadas caracterizadas por hipertensão, obesidade central e dislipidemia, 
sendo a resistência à insulina sua marca principal. Como revisto por Wolk e Somers, 
estas características são encontradas em comum com a AOS (18) e a sua 
combinação com a síndrome metabólica tem sido chamada de síndrome Z (19). 
Existem evidências de que a apnéia possivelmente constitui um fator de risco 
independente para o desenvolvimento da síndrome metabólica (20). Como descrito 
por Mugnai, indivíduos com AOS tiveram de 6-9 vezes mais propensão de 
desenvolver síndrome metabólica do que aqueles sem apnéia (21). Por outro lado, a 
apnéia não diagnosticada é comum em pacientes com síndrome metabólica. Estudo 
feito por Drager e colaboradores em 152 pacientes com síndrome metabólica relatou 
uma prevalência da AOS de 60,5% nestes pacientes (22). Além disso, um número 
crescente de estudos aponta uma relação entre distúrbios respiratórios do sono e 
prejuízos no metabolismo de glicose. Estimativas indicam que até 40% dos 
pacientes com AOS terão diabetes e aqueles que apresentam diabetes, a 






1.4 Resistência à insulina 
A resistência à insulina é uma condição na qual concentrações fisiológicas do 
hormônio provocam uma resposta subnormal na captação de glicose pelas células, 
especialmente nas musculares e adiposas. Em consequência da menor captação de 
glicose, torna-se necessária uma produção compensatória de insulina pelas células 
β pancreáticas para a manutenção dos níveis glicêmicos normais; desta forma, a 
resistência à insulina é acompanhada por hiperinsulinemia (26). 
A resistência à insulina é uma alteração metabólica correlacionada com 
diversas patologias, como diabetes, hipertensão arterial, obesidade e AOS. 
Desvendar os mecanismos que levam à instalação desta alteração é o foco de 
muitas pesquisas. Entretanto, para compreender tais mecanismos fisiopatológicos, 
deve-se primeiramente conhecer os mecanismos fisiológicos envolvidos pela 
insulina. 
 
1.5 Processo secretório de insulina 
A secreção de insulina pelas células  das ilhotas pancreáticas tem como 
principal estímulo a concentração plasmática de glicose e é modulada por diversos 
fatores, tais como nutrientes, neurotransmissores e hormônios peptídicos. A entrada 
de glicose para a célula  é feita através dos transportadores de glicose (GLUT 2) 
localizados na membrana celular. No citosol, a glicose é inicialmente fosforilada, 
principalmente pela enzima glicoquinase e, consequentemente metabolizada, 
resultando na produção de adenosina trifosfato (ATP) e elevação da razão ATP/ADP 
o que induz o fechamento dos canais de K+ sensíveis ao ATP (KATP). Esse 
mecanismo acarreta o aumento intracelular de K+, consequente despolarização da 
membrana plasmática e abertura dos canais de Ca2+ sensíveis à voltagem. A 
elevação da concentração intracelular deste íon conduz a ativação da maquinaria 






1.6 Ações fisiológicas da insulina 
A insulina produzida pelas células β é um hormônio anabólico potente e 
essencial para a manutenção da homeostase glicêmica. Seus efeitos 
glicorregulatórios são exercidos predominantemente no fígado, músculo esquelético 
e tecido adiposo. No fígado, a insulina promove a síntese de glicogênio e suprime a 
gliconeogênese e glicogenólise, o que atenua a produção hepática de glicose. No 
músculo e tecido adiposo, o hormônio estimula a captação, utilização e 
armazenamento de glicose feita pela ativação da translocação dos transportadores 
de glicose (GLUT 4) à membrana celular. A insulina ainda estimula a síntese 
protéica em quase todos os tecidos, como também favorece um efeito mitogênico, 
mediado pelo aumento da síntese de DNA e prevenção da apoptose, além de 
promover lipogênese e ao mesmo tempo reduzir a lipólise (28). Todos esses efeitos 
biológicos que a insulina promove são decorrentes de sua ligação ao seu receptor 
de membrana e são regulados e coordenados por subsequente ativação de vias 
intracelulares. 
 
1.7 Via de sinalização da insulina 
A sinalização intracelular da insulina começa com a sua ligação a um receptor 
específico de membrana, uma proteína heterotetramérica composta por duas 
subunidades  extracelulares e duas subunidades  transmembranares, sendo que 
estas possuem atividade tirosina quinase. A ligação da insulina à subunidade  
ocasiona uma alteração conformacional desta subunidade, retirando sua ação 
inibitória sobre a subunidade , que se autofosforila em resíduos de tirosina (29). 
Uma vez ativada, a subunidade  fosforila vários substratos protéicos em tirosina, 
incluindo os membros da família do substrato do receptor de insulina (IRS-1 a 4), os 
membros da família SIRP (Gab-1, Cbl, APS) e proteína Shc. O IRS-1 e IRS-2 são os 
principais efetores dos eventos metabólicos mediados pela insulina (30).  
Os IRSs fosforilados criam sítios de ligação para outra proteína citosólica, 





essencial para o acionamento da translocação do transportador de glicose (GLUT 4) 
à membrana plasmática, bem como participa da regulação da mitogênese celular 
(28). Após associação dos IRSs com a PI3-K, uma das próximas proteínas alvo de 
fosforilação é a proteína quinase B (AKT ou PKB), a qual permite o transporte de 
glicose estimulado pela insulina, por participar do mecanismo de translocação das 
vesículas de GLUT 4. Além disso, o sinal transmitido pela PI3-K ativa a síntese de 
glicogênio no fígado e músculo, por inativar a glicogênio sintase quinase-3 (GSK-3) 
e estimula a lipogênese no tecido adiposo (30). Portanto, a via PI3-K/AKT tem um 
importante papel nos efeitos metabólicos da insulina. Na figura 2 encontra-se um 
















Figura 2: Esquema simplificado da via de sinalização da insulina na captação de glicose. A insulina 
ao se ligar ao seu receptor de membrana promove a autofosforilação da subunidade β em resíduos 
de tirosina e desencadeia uma cascata de sinalizações que convergem para as vesículas que 





(31) Entretanto, pode ocorrer prejuízo em várias etapas da via de sinalização, 
acarretando em atenuação da transmissão do sinal insulínico, danos no 
metabolismo intermediário e consequente quadro de resistência à insulina. Esta 
modulação negativa da via pode ocorrer por diversos fatores, como diminuição da 
concentração e atividade quinase do IR, aumento da fosforilação do IR em resíduos 
de serina, diminuição da concentração e fosforilação em tirosina dos IRS-1 e IRS-2, 
aumento da fosforilação dos IRSs em resíduos de serina, diminuição da 
translocação dos GLUTs e aumento da atividade de proteínas tirosina fosfatases, 
como por exemplo PTP1B (26, 30). 
Atualmente, sabe-se que os efeitos negativos intracelulares na via de 
sinalização podem ser influenciados pela obesidade, condição na qual há aumento 
de citocinas pró-inflamatórias, como por exemplo, fator de necrose tumoral-alfa 
(TNF-α), c-jun N-terminal kinase (JNK) e interleucina-6 (IL-6), as quais intensificam o 
comprometimento da via. Além disso, a presença de ácidos graxos livres (AGLs) 
circulantes está associada a uma menor fosforilação em sítios específicos e a menor 
ativação de proteínas-chaves na via da insulina (IRSs/PI3-K), situações que 
promovem o desenvolvimento da resistência à insulina (32, 33).   
Estudos clínicos e observacionais têm avaliado a relação entre AOS e 
resistência à insulina, sugerindo uma independente associação com o IMC. 
Entretanto, a alta prevalência de obesidade encontrada em pessoas com apnéia do 
sono a torna um fator de confusão, devido a sua participação individual em 
desenvolver resistência à insulina. Polotsky e colaboradores e Iiyori e colaboradores 
observaram que tanto animais magros quanto obesos submetidos à hipóxia 
intermitente desenvolveram resistência à insulina (34, 35). Portanto, é possível que a 
AOS predisponha à resistência à insulina independente da obesidade, bem como a 
obesidade influencie o surgimento da resistência à insulina na AOS (36). 
Um crescente conhecimento tem surgido a partir de meados da década de 90 
sobre a influência da AOS em diminuir a sensibilidade à insulina e em agravar os 
problemas de saúde relacionados ao diabetes. Estudo publicado no American 





Chicago, demonstrou que a AOS está associada com alterações no metabolismo de 
glicose em indivíduos não diabéticos e está altamente prevalente no diabetes 
mellitus tipo 2 (DM2) (37). 
 
1.8 Apnéia obstrutiva do sono e resistência à insulina 
Embora muitos mecanismos tenham sido propostos para explicar as 
anormalidades do metabolismo de glicose na AOS, ainda não há uma compreensão 
clara sobre este assunto. Uma das razões se dá pela incerteza da causalidade entre 
a resistência à insulina e a apnéia do sono, ou seja, a resistência à insulina poderia 
estar envolvida na patogênese da apnéia do sono, bem como, a apnéia do sono 
induzir a resistência à insulina (38-40). Entretanto, alguns possíveis mecanismos 
envolvidos na alteração da homeostase glicêmica são propostos: hipoxia 
intermitente, fragmentação do sono, ativação simpática, estresse oxidativo, alteração 
nos eixos hipotálamo-hipófise-adrenal (HHA) e somatotrófico e inflamação. 
 
- Hipóxia intermitente e fragmentação do sono: 
As apnéias obstrutivas frequentemente são associadas com dessaturação de 
oxigênio resultando em hipoxia intermitente e consequente microdespertares. 
Apesar dos efeitos da hipóxia intermitente serem entrelaçados com os da 
fragmentação do sono, há relatos científicos de que ambos, individualmente, 
contribuem para atenuar a sensibilidade à insulina e causar intolerância à glicose 
(41, 42). 
Estudo prospectivo feito com mais de 4000 japoneses de meia idade revelou 
que a hipóxia intermitente noturna foi associada com aumento do risco de 
desenvolver DM2 (43). Polotsky e colaboradores constataram em camundongos 
obesos que a exposição por 12 semanas à hipóxia intermitente induziu a intolerância 
à glicose e a resistência à insulina (34). Estas evidências indicam que a hipóxia 





Dois estudos demonstraram que a fragmentação do sono ocasionado por 
estímulo acústico em pessoas saudáveis diminuiu a sensibilidade à insulina. O 
primeiro deles interrompeu seletivamente o sono de ondas lentas, durante 3 dias 
(44), e o segundo estudo a fragmentação do sono ocorreu em qualquer estágio do 
sono, durante 2 noites (41). Ambos os relatos observaram que prejuízos na 
arquitetura do sono podem resultar em alterações no metabolismo de glicose.  
 
- Ativação simpática: 
O sistema nervoso simpático desempenha um importante papel na regulação 
do metabolismo de glicose e lipídeos (45). Sua ativação em resposta à AOS tem 
sido amplamente demonstrada na literatura. Estudo feito com 31 voluntários 
saudáveis observou que a exposição à hipóxia intermitente por 20 min provocou 
elevação sustentada (durante 180 min de recuperação) da atividade simpática 
nervosa muscular, sendo a hipóxia a mediadora primária desta resposta (46). Além 
da participação da hipóxia intermitente em estimular o sistema nervoso simpático, os 
despertares recorrentes também contribuem na exacerbação destes efeitos (47). 
 
- Estresse oxidativo: 
O estresse oxidativo pode estar associado com o surgimento da resistência à 
insulina em situações de hipóxia intermitente, pois sugere-se que ele pode contribuir 
de forma independente para o desenvolvimento do diabetes (48). Estudo feito em 
camundongos expostos à hipóxia intermitente por 8 semanas revelou aumento da 
ativação da proteína NADPH oxidase e expressão de genes pró-inflamatórios (49). 
Além disso, em humanos saudáveis, a exposição de 6 h por dia durante 4 dias de 
hipóxia intermitente provocou elevação dos níveis de estresse oxidativo, pelo 
aumento das espécies reativas de oxigênio (50). Entretanto, pouco se sabe sobre a 






- Alteração nos eixos hipotálamo-hipófise-adrenal e somatotrófico: 
O sistema endócrino sofre relevante regulação frente à hipóxia e ao estresse. 
Estudo feito em 8 jovens saudáveis demonstrou que a exposição à hipóxia de altas 
altitudes causou resistência à insulina, supostamente pela ativação de hormônios 
contra-reguladores (51). Da mesma forma, a privação do sono pode estar envolvida 
nos mecanismos de liberação de cortisol (52). Experimento envolvendo 14 
voluntários saudáveis revelou que a exposição à hipóxia (saturação de oxigênio a 
75%) por 30 min causou intolerância à glicose e concentrações aumentadas de 
adrenalina plasmática (53). Portanto, pode-se observar nestes estudos uma 
resposta neuro-hormonal adaptativa em razão da hipóxia. 
Outro hormônio contra-regulatório afetado pela AOS é o hormônio do 
crescimento (GH). Sua secreção pela hipófise ocorre de forma pulsátil, 
principalmente à noite, durante o estágio N3 do sono. Diversos estudos relatam que 
indivíduos com AOS apresentam níveis de GH diminuídos (54, 55) e o tratamento 
com CPAP foi capaz de reverter este caso (56, 57). Pessoas adultas com deficiência 




A obesidade associada com SAOS parece ser determinante na inflamação 
sistêmica. Entretanto, um crescente número de estudos vem mostrando uma 
independente associação. Indivíduos obesos de meia idade com apnéia do sono 
apresentaram resistência à insulina e altos níveis de marcadores pró-inflamatórios 
(IL-6 e TNF-α), independente da obesidade visceral (38). Dados de pacientes com 
apnéia do sono revelaram níveis basais aumentados de citocinas pró-inflamatórias 
e, ao serem submetidos ao exame de polissonografia, após a primeira apnéia 
(saturação de oxigênio ˂ 85%), os níveis de TNF-α triplicaram (60). Assim, sugere-






1.9 Modelos animais de apnéia obstrutiva do sono 
A AOS pode ser induzida experimentalmente em diversas espécies de 
animais como cães, camundongos e ratos. Esses modelos experimentais permitem 
investigar as consequências que a apnéia causa e as condições que podem modular 
o seu acontecimento (idade, sexo, peso). 
O método mais comumente empregado para estudar a AOS é o da hipóxia 
intermitente (61). Entretanto, a maioria dos modelos de hipóxia não reproduz 
fielmente os efeitos observados na AOS, como hipercapnia e esforço respiratório.  
Recentemente, um método alternativo para induzir apnéia foi publicado (62). Este 
consiste em alocar o animal em uma câmara cilíndrica composta por dois 
compartimentos (um para cabeça e o outro para o corpo) separados por um colar de 
pescoço. Contudo, este método restringe os movimentos do animal causando um 
acentuado estresse. Nós utilizamos um novo método desenvolvido por 
Schoorlemmer e colaboradores que melhor reproduz as características da AOS (63), 
o qual permitiu-nos investigar as alterações metabólicas presentes neste transtorno 
respiratório.  
Um grande desafio atualmente é realizar estudos que esclareçam os 
mecanismos envolvidos no desenvolvimento da resistência à insulina em pacientes 
com apnéia do sono.  Sabe-se que a apnéia é altamente prevalente em obesos, 
porém indivíduos com IMC normal também apresentam este distúrbio respiratório. 
Desta forma, o modelo experimental utilizado permitiu investigar alguns mecanismos 












2.1 Objetivo geral: 
Caracterizar o modelo de apnéia obstrutiva, em ratos conscientes, quanto à 
capacidade de promover resistência insulínica, bem como avaliar as etapas iniciais 
da ação do hormônio em tecidos periféricos. 
 
2.2 Objetivos específicos: 
 Padronizar o modelo de apnéia obstrutiva, em ratos conscientes, capaz de 
induzir resistência à insulina.  
 Investigar o efeito da exposição aguda à apnéia na (o): 
o Homeostase da glicose através de testes in vivo. 
o Processo secretório de insulina em ilhotas pancreáticas isoladas. 
o Concentração sérica de insulina.  















Foram utilizados ratos machos Wistar EPM-1, com idade de 12 semanas e 
peso de aproximadamente 350 g, provenientes do CEDEME (Centro de 
Desenvolvimento de Modelos Experimentais) da Universidade Federal de São 
Paulo. Os animais foram mantidos no biotério da Disciplina de Fisiologia Renal e 
Termometabologia e alojados em gaiolas individuais à temperatura de 23  2 C sob 
ciclo de iluminação de 12 h claro/12 h escuro com livre acesso à água e dieta padrão 
(NUVILAB CR1, NUVITAL Nutrientes LTDA, Curitiba PR). 
Todos os procedimentos experimentais foram aprovados pelo Comitê de Ética 
em Pesquisa da Universidade Federal de São Paulo, sob o número 1372/11. 
 
3.2 Método de indução da apnéia obstrutiva em ratos conscientes  
3.2.1 Balões traqueais 
Os balões traqueais foram feitos a partir de tubos de poliuretano de 1 mm 
diâmetro externo, 0.6 mm diâmetro interno e 8 cm de comprimento (BB520-40, 
Scientific Commodities, Lake Havasu City, AZ, USA). Em uma de suas extremidades 
foi feito um nó e próximo a este, com o auxílio de uma seringa com água, foi feito o 
balão (figura 3 A). Um pedaço de 6 mm foi cortado de um cateter intravenoso de 
Teflon 14 G (2.2 mm diâmetro externo e 1.8 mm diâmetro interno) e feitos dois furos, 
sendo levado através destes o cateter-balão de poliuretano (figura 3 B). Um pedaço 
de 2 mm do tubo de poliuretano BB520-40 foi colocado ao redor do cateter a fim de 
tensionar o balão vazio, ampliando o lúmem do Teflon (figura 3 C) (63). 
 
3.2.2 Implantação do balão traqueal 
Antes da implantação, o cateter-balão foi preenchido com solução salina, 





Os ratos foram anestesiados com xilazina (20 mg/kg, i.p.) e cetamina (100 mg/kg, 
i.p.). O músculo esterno-hióideo foi divulsionado e uma pequena incisão foi feita 
entre o 3º e o 4º anel traqueal. O 4º e o 5º anéis foram cortados e o tubo de Teflon 
com balão foi inserido na traquéia (figura 3 E). A extremidade livre do cateter-balão 
foi conduzida subcutaneamente para a área entre as escápulas, ligada a um 
conector de aço inoxidável em forma de L (figura 3 F) e exteriorizado através da 
pele. A parte externa do conector, local por onde as apnéias foram induzidas, foi 
fechada com uma tampa de plástico, impedindo a entrada de ar no cateter-balão. Os 
experimentos começaram após a recuperação do peso corpóreo pré-operatório; e o 

















Figura 3. Construção e implantação do balão 
traqueal. A) Cateter-balão de poliuretano, fechado 
com um nó, e inflado com água. B) Cateter 
inserido em tubo de Teflon. C) Tubo de Teflon 
com balão vazio. D) Diagrama esquemático do 
implante. E) Implante inserido na traquéia. F) 






3.2.3 Indução das apnéias 
Para inflar o balão traqueal, o conector L foi ligado a um tubo de polietileno 
rotatório cheio de água a uma seringa de 100 µL (Hamilton modelo 710). Este 
conector rotatório permitiu a livre movimentação dos animais durante as apnéias. 
Com o animal consciente, o fluido foi gradualmente injetado até o surgimento de 
esforços respiratórios, indicando cessação completa da respiração e início das 
apnéias. Para reabertura das vias aéreas a água injetada foi retirada do cateter-
balão. O acionamento da seringa foi automatizado por um solenóide linear 24 V DC 
e o seu retorno foi feito por uma mola, dando fim às apnéias. A distância percorrida 
pelo solenóide foi controlada por um parafuso, sendo possível ajustar o volume 
injetado e obter apnéias completas. A água perdida do circuito hidráulico durante as 
inflações (cateter permeável) foi reposta, após o término da inflação, pela rápida 
abertura de uma válvula conectada a um reservatório de água (figura 4). Esse 










Este modelo de indução das apnéias permitiu que as mesmas fossem 
realizadas sem anestesia, porém sem causar dor traqueal. Permitiu também que a 
duração e a frequência dos episódios das apnéias fossem facilmente controlados; 
que o implante traqueal fosse tolerado por tempo prolongado e; que a hipercapnia e 
Figura 4: Mecanismo de inflação do balão 
traqueal. Acima: Um solenóide pressiona a 
seringa para injetar fluido no balão traqueal. 
O pistão do solenóide retorna à sua posição 
original pela ação de uma mola. O volume é 
controlado por um parafuso fixo que regula a 
distância do pistão. Para repor o líquido 
perdido do sistema durante a inflação, uma 
válvula solenóide foi aberta brevemente após 
cada inflação. Abaixo: diagrama do circuito 






o esforço respiratório, típicos da apnéia, fossem reproduzidos.  
 
3.3 Canulação venosa 
Utilizamos cânulas feitas de tubos de polietileno de 1 mm diâmetro externo, 
0.6 mm diâmetro interno e 18 cm comprimento, com uma ponta de silicone de 1 mm 
diâmetro externo, 0.6 mm diâmetro interno e 8 cm de comprimento, a qual foi 
coberta com uma camada de antitrombogênico (TDMAC-heparin, Polysciences, 
Warrington, PA). 
Antes do procedimento cirúrgico, a cânula foi imersa por pelo menos 30 min 
em etanol 70%, preenchida com solução estéril de NaCl 0,9% com heparina (50 
U/ml) e penicilina G (2000 U/mL) e fechada com fio de aço inoxidável. 
Os ratos foram anestesiados com xilazina (20 mg/kg, i.p.) e cetamina (100 
mg/kg, i.p.) e, logo após, feita uma pequena incisão na região inguinal esquerda . A 
extremidade de silicone da cânula foi introduzida na veia femoral e avançada 8 cm 
até atingir a veia cava torácica. A outra extremidade foi conduzida subcutaneamente 
para a área entre as escápulas, ligada a um conector de aço inoxidável em forma de 
L (figura 3 F) e exteriorizado através da pele. A parte externa do conector foi 
fechada com uma tampa de plástico, impedindo a entrada de ar na cânula. Este 
acesso permitiu a coleta de amostras de sangue para realização dos testes in vivo 
em animais conscientes. O período pós-operatório foi de no mínimo 7 dias. 
 
3.4 Protocolo experimental 
Os animais foram divididos em dois grupos experimentais: controle (CTL) e 
apnéico (AP). Os animais apnéicos foram submetidos a 8 h de apnéia intermitente 
de 14 s a cada 2 min, compreendendo um IAH moderado. Durante o mesmo período 
(9 - 17 h), os ratos controles (também com implante traqueal) estiveram sob as 
mesmas condições ambientais, porém sem receber apnéias. Ambos os grupos 





Trinta minutos após o término das apnéias, grupos distintos de animais 
controles e apnéicos foram submetidos a testes de tolerância à glicose e insulina 
(GTT e ITT, respectivamente) para avaliação da homeostase glicêmica, extração dos 
tecidos periféricos (fígado e músculo) para avaliação da via de sinalização da 
insulina, isolamento das ilhotas pancreáticas para estudo da secreção de insulina e, 
coleta sanguínea para dosagem de insulina. O esquema abaixo resume a dinâmica 
do protocolo experimental utilizado. 
 











3.5 Teste de tolerância à glicose (GTT) 
Amostras de sangue foram obtidas através da cânula venosa para a avaliação 
da tolerância à glicose. Após a coleta da amostra (10 µl em cada tempo) para medir 
a glicemia basal (0 min) foi infundida solução de glicose (1 g/kg de peso corpóreo, 
i.v.) e, posteriormente, amostras adicionais foram retiradas aos 4, 8, 12, 16, 20, 24 e 
28 min. A concentração de glicose sanguínea foi avaliada com um glicosímetro 
Seção 1 
Cirurgia: Implantação do 
balão traqueal e canulação 
venosa no 1º grupo de ratos 
CTL e AP 
Indução das apnéias 
no 1º grupo AP 
1º grupo CTL e AP: 
submetido ao GTT e 
ITT 
Seção 3 
3º grupo CTL e AP: 
submetido à coleta 
dos tecidos 
Indução das apnéias 
no 3º grupo AP 
Cirurgia: Implantação do 
balão traqueal no 3º grupo de 
ratos CTL e AP  
Seção 2 
2º grupo CTL e AP: 
submetido ao 
isolamento das 
ilhotas pancreáticas e 
a coleta sanguínea 
Indução das apnéias 
no 2º grupo AP 
Cirurgia: Implantação do 
balão traqueal no 2º grupo de 





(Accu Check®) e tiras reagentes da marca Johnson & Johnson. A tolerância à glicose 
foi avaliada pelo cálculo da área sobre a curva.  
 
3.6 Teste de tolerância à insulina (ITT) 
Amostras de sangue foram obtidas através da cânula venosa para a 
caracterização da resistência à insulina. Após a coleta da amostra (10 µl em cada 
tempo) para medir a glicemia basal (0 min) foi infundida insulina regular humana 
(Biobrás), 0,75 U/kg de peso corpóreo, i.v., e, posteriormente, amostras adicionais 
foram retiradas aos 4, 8, 12 e 16 min. A concentração de glicose plasmática foi 
medida com um glicosímetro (Accu Check®) e tiras reagentes da marca Johnson & 
Johnson. A constante de decaimento da glicose (kITT) foi calculada a partir da 
regressão linear do logarítmo neperiano dos valores glicêmicos. 
 
3.7 Avaliação da secreção de insulina em ilhotas de Langerhans 
3.7.1 Obtenção das ilhotas de Langerhans 
Os animais foram decapitados sem anestesia, exsanguinados (o sangue foi 
centrifugado e o soro obtido utilizado para dosagem de insulina) e laparotomizados. 
O ducto biliar comum foi exposto, clampeado em sua extremidade distal, junto ao 
duodeno, e dissecado próximo ao pedículo hepático. Uma cânula foi introduzida no 
ducto pancreático e foi injetado retrogradamente cerca de 15 mL de solução de 
Hanks (NaCl 137 mM, KCl 5 mM, CaCl2 1 mM, MgSO4 1 mM, Na2HPO4 0,3 mM, 
KH2PO4 0,4 mM, NaHCO3 4 mM, equilibrada com O2:CO2 95:5 V/V), com 5,6 mM de 
glicose e colagenase (Collagenase Type V - Sigma Chemical Co). A concentração 
final de colagenase na solução foi de 0,7 mg/mL. A solução de Hanks fluiu através 
dos ductos pancreáticos, provocando distensão do tecido acinar. O pâncreas foi 
retirado e glânglios linfáticos, gorduras e vasos sanguíneos foram removidos. O 
pâncreas foi cortado em pequenos fragmentos, transferido para um tubo tipo Falcon 





incubação, o tubo foi completado até 30 mL com solução de Hanks gelada e agitado 
manualmente em banho-maria a 37 °C durante 1 min e, por mais 1 min, em 
temperatura ambiente, de forma a favorecer a completa digestão da parte exócrina 
do pâncreas. O produto da digestão foi transferido para um béquer contendo solução 
de Hanks gelada. Dois minutos após a homogeneização da mistura com pipeta 
Pasteur, o sobrenadante foi aspirado. Foram adicionados cerca de 60 mL de Hanks 
gelado e novamente a mistura (produto de digestão + solução de Hanks) foi 
homogeneizada. Após o período de repouso de 2 min o sobrenadante foi novamente 
aspirado. Este procedimento de lavagem foi repetido de 3 a 4 vezes. O produto final 
foi transferido para uma placa de Petri de fundo escuro, onde as ilhotas foram 
coletadas com o auxílio de um capilar e lupa, sendo mantidas em gelo durante toda 
a coleta. 
 
3.7.2 Avaliação da secreção estática de insulina  
Grupos de 5 ilhotas foram coletadas em cubetas contendo 1 mL de solução 
Krebs-Henseleit, gaseada com carbogênio e suplementada com albumina bovina 
(0,5%), em diferentes concentrações de glicose (2,8; 5,6; 11,1; 16,7 mM). As 
cubetas foram mantidas em banho-maria a 37 oC por 1 h e, terminada a incubação, 
foram resfriadas no gelo, onde parte do sobrenadante foi removido e estocado a -20 
oC para posterior dosagem de insulina pelo método de radioimunoensaio.  
 
3.8 Insulina sérica 
Amostras do plasma, obtidas após centrifugação do sangue, foram guardadas 









3.9 Avaliação da via de sinalização da insulina 
3.9.1 Coleta dos tecidos 
Os animais foram anestesiados com tiopental sódico (30 mg/kg do peso 
corpóreo, i.p.), e utilizados após abolição dos reflexos corneano e de retirada da 
pata a dor. Após laparotomia e exposição do músculo gastrocnêmio, amostras de 
fígado e músculo foram coletadas (controle negativo), imediatamente 
homogeneizadas com polytron em tampão de extração para imunoprecipitado 
(Trisma Base 100 mM pH 7,5, EDTA 10 mM, Pirofosfato de Sódio 10 mM, Fluoreto 
de Sódio 100 mM, Ortovanadato de Sódio 10 mM, PMSF 2 mM, Aprotinina 0,01 
mg/ml) e mantidas em gelo por todo período experimental.  Na sequência, a veia 
porta foi exposta e foram injetados 60 µg de insulina. Após estímulo com insulina, 
amostras de fígado e músculo foram novamente retiradas nos tempos 30 s e 90 s, 
respectivamente, para a avaliação dos níveis de fosforilação do IR (receptor de 
insulina), IRS-1 (substrato 1 do receptor de insulina) e IRS-2 (substrato 2 do receptor 
de insulina) (64). E, em 5 min, amostras dos mesmos tecidos supracitados foram 
retiradas para avaliação da fosforilação da AKT (proteína serina/treonina quinase B). 
Após cada coleta, as amostras dos tecidos foram imediatamente homogeneizadas 
em tampão de extração para imunoprecipitado e mantidas em gelo por todo período 
experimental. 
 
3.9.2 Western blotting 
3.9.2.1 Imunoprecipitado 
Para a avaliação da fosforilação do IR, IRS-1 e IRS-2 em resíduos de tirosina, 
amostras de fígado e músculo foram retiradas e homogeneizadas em tampão de 
extração para imunoprecipitado. Após rompimento celular, as amostras foram 
incubadas por 30 min na presença de Triton X-100 1% e, posteriormente, 





Uma parte do sobrenadante foi usada para a determinação da concentração 
protéica, utilizando o método de Bradford (65) e albumina bovina como padrão. 
Quantidades iguais de proteínas de cada amostra foram imunoprecipitadas com 
anticorpos específicos anti-IR, anti-IRS-1 e anti-IRS-2 (Santa Cruz Biotecnology Inc., 
Califórnia, USA), overnight a 4 ºC, sob agitação constante.  
As amostras foram incubadas com proteína A sepharose 6 MB (GE 
Healthcare Life Sciences, Buckingham Shire, UK) por 2 h a 4 ºC, sob agitação 
constante. Os imunocomplexos formados foram centrifugados (15.000 g por 15 min 
a 4 ºC) e lavados 3 vezes com tampão de lavagem para o imunoprecipitado (Trisma 
Base 100 mM, EDTA 1 mM, Ortovanadato de Sódio 2 mM, Triton x-100 0,5%). Entre 
cada lavagem, as amostras foram centrifugadas (15.000 g por 5 min a 4 ºC) e após a 
última centrifugação, todo tampão foi aspirado. Para cada amostra de 
imunoprecipitado foram adicionados 25 µl de tampão Laemmli (Azul de Bromofenol 
0,1%, Fosfato de Sódio pH 7,0 1 M, Glicerol 50%, SDS 10%).  
 
3.9.2.2 Eletroforese em gel de poliacrilamida 
Após solubilização em tampão Laemmli (66), as amostras foram fervidas por 
5 min e, em seguida, submetidas à separação eletroforética em gel de poliacrilamida 
(SDS-PAGE) em tampão de corrida (Trisma Base 50 mM, EDTA 1,80 mM, Glicina 
0,38 M, SDS 0,1%) com voltagens fixas de 35 V para o gel de empacotamento 
(Stacking) e 120 V para o gel de separação (Resolving).  
 
3.9.2.3 Transferência eletroforética 
A transferência das proteínas, previamente separadas, foi realizada 
montando-se um “sanduíche” com a seguinte sequência: esponja, duas folhas de 
papel de filtro, gel, membrana de PVDF (Immobilon polyvinylidene fluoride, Millipore, 
Bedford, MA, USA), duas folhas de papel de filtro e outra esponja. Este “sanduíche” 





transferência (Trisma Base 25 mM, Glicina 192 mM, Metanol 20%, SDS 0,02%) e 
submetido à voltagem constante de 80 V por cerca de 1 h e 15 min. 
 
3.9.2.4 Immunoblotting 
A fim de bloquear as ligações inespecíficas, as membranas de PVDF foram 
incubadas por 2 h a temperatura ambiente, sob agitação constante em solução 5% 
de leite em pó desnatado (Molico®) em solução basal (Trisma Base 10 mM, NaCl 
150 mM, Tween 20 0,05%). Em seguida, foram incubadas overnight a 4 ºC, sob 
agitação constante com anticorpo primário anti-fosfotirosina (Santa Cruz 
Biotecnology Inc., Califórnia, USA) diluído na proporção 1:400 em solução 3% de 
leite em pó desnatado em solução basal. Na sequência, as membranas foram 
incubadas por 1 h a temperatura ambiente, sob agitação constante com anticorpo 
secundário anti-IgG (GE Healthcare Life Sciences, Buckingham Shire, UK) 
conjugado com peroxidase, diluído na proproção 1:10000 em solução 1% de leite 
em pó desnatado em solução basal. Ao final das 3 incubações (bloqueio, anticorpo 
primário e secundário), as membranas foram lavadas 3 vezes com solução basal a 
temperatura ambiente, sob agitação constante. Em seguida, as membranas foram 
submetidas ao processo de obtenção das autorradiografias utilizando reagentes de 
detecção por quimioluminescência ECL (GE Healthcare Life Sciences, Buckingham 
Shire, UK). As membranas foram ensacadas e expostas ao filme de raio-X (IBF, 
Indústria Brasileira de Filmes, São Paulo, Brasil) por tempo variável, sendo revelado 
com solução reveladora e fixadora IBF. As bandas formadas foram analisadas pelo 
software Scion Image (Frederick, MD, USA). As fosforilações protéicas foram 
expressas pela razão das proteínas fosforiladas/ proteínas totais. 
 
3.9.2.5 Associação do IRS-1 e IRS-2 com a PI3-K e fosforilação da AKT 
A etapa a jusante a fosforilação dos IRSs é a interação destes com a PI3-K 
(fosfatidilinositol 3-quinase). Para tal avaliação, as membranas utilizadas foram 





membranas com solução de stripping (Glicina 0,2 M e NaCl 0,2 M) por 30 min, e 
posteriormente adição de NaOH 1N por mais 30 min. Este procedimento permitiu a 
remoção das ligações dos anticorpos anteriores. A etapa seguinte foi a de 
immunoblotting, como já descrito anteriormente e o anticorpo primário utilizado foi o 
anti-PI3-K (Santa Cruz Biotecnology Inc., Califórnia, USA). 
Para avaliar o grau de fosforilação da AKT, extratos protéicos das amostras 
de fígado e músculo foram aplicados no gel de poliacrilamida e submetidos à 
corrida, transferência eletroforética e immunoblotting como já descritos. O anticorpo 
primário utilizado foi o anti-fosfo AKT (Santa Cruz Biotecnology Inc., Califórnia, 
USA). Esta fosforilação protéica foi expressa pela razão da proteína fosforilada/ 
coloração reversível de Ponceau (67). 
 
3.10 Análise estatística 
Os resultados foram apresentados em média ± erro padrão da média (EPM) e 
o nível de significância foi dada por p<0,05. Os resultados foram analisados pelo 
teste t Student quando comparados dois grupos e teste de análise de variância 
(ANOVA) quando comparados mais de 3 grupos, seguido pelo pós-teste de 
















4.1 Características gerais dos animais 
O peso corpóreo dos animais, antes e após a cirurgia de implante traqueal e 
canulação venosa foi diariamente acompanhado até a recuperação do peso (g) 
inicial, a qual levou em torno de 7 dias (Antes: 386 ± 0,01 n=15 e Após: 384 ± 0,01 
n=15). 
Avaliando os parâmetros bioquímicos de glicemia e insulinemia, medidas 30 
min após o término da apnéia intermitente de 8 h, observamos que o grupo apnéico 
apresentou um aumento significativo em ambos os parâmetros quando comparado 










4.2 Testes in vivo: GTT e ITT 
Utilizamos o teste de tolerância à glicose (GTT) para avaliar a resposta 
secretória de insulina pelas células β pancreáticas e para estimar a metabolização 
da glicose pelos tecidos. Na figura 5 estão apresentados os valores glicêmicos 
obtidos durante o GTT em ratos controles (CTL) e submetidos a 8 h de apnéia 
intermitente (AP). No grupo apnéico, observamos um aumento significativo na 
glicemia a partir dos 4 min e que se manteve até 24 min, quando comparado ao 
Tabela 1. Glicemia e insulinemia dos grupos controle e apnéico. 














0,64 ± 0,07 
(n=7) 
 
1,19 ± 0,11* 
(n=7) 






grupo controle. Além disso, ao avaliarmos a área sob a curva observamos que o 
grupo apnéico apontou uma diferença significativa na recuperação dos níveis 
glicêmicos, quando comparado ao grupo controle (CTL: 7454 ± 169,3 e AP: 8710 ± 
418,5). 
Para avaliar a sensibilidade tecidual à insulina em ratos controles (CTL) e 
submetidos a 8 h de apnéia intermitente (AP) foi realizado o teste de tolerância à 
insulina (ITT) e os dados referentes à velocidade de decaimento da glicemia (kITT) 
estão apresentados na figura 6. O grupo apnéico apresentou o decaimento da 
glicose mais lento quando comparado ao grupo controle (CTL: 5,24 ± 0,44 e AP: 
















Figura 5. Teste de tolerância à glicose (GTT) aplicado em animais dos grupos controle (○) e 
apnéico (●). Valores médios da avaliação temporal glicêmica em mg/dL ± EPM, * p<0,05, teste 
ANOVA de duas vias seguido do pós-teste de Bonferroni. Acima: Valores médios da área sob a 
curva de glicose ± EPM, * p<0,05. Teste t de Student (n= 7 grupo CTL e 5 grupo AP). 
 

































































4.3 Secreção de insulina 
A figura 7 ilustra a capacidade secretora das ilhotas pancreáticas isoladas, 
estimuladas com diferentes concentrações de glicose, em ratos controles (CTL) e 
submetidos a 8 h de apnéia intermitente (AP). Podemos observar um padrão dose-
resposta em todas as concentrações de glicose tanto do grupo controle, quanto do 
apnéico. Além disto, nota-se um aumento significativo da secreção de insulina em 
16,7 mM de glicose do grupo apnéico em relação ao controle (CTL: 2,34 ± 0,30 e 




































Figura 6. Teste de tolerância à insulina (ITT) aplicado em animais dos grupos controle e apnéico. 
Valores médios da constante de decaimento da glicose (kITT) expressos em %/min ± EPM, teste t 
de Student. Acima: Valores médios da avaliação temporal glicêmica de animais dos grupos 





















4.4 Via de sinalização da insulina em músculo 
As figuras 8-13 estão relacionadas à ativação das etapas iniciais da via de 
sinalização da insulina em músculo de ratos controles (CTL) e submetidos a 8 h de 
apnéia intermitente (AP).  
No músculo esquelético, a insulina estimula a captação, armazenamento e 
utilização da glicose, sendo este o principal tecido captador dessa hexose no 
organismo e, portanto, o mais representativo quanto à regulação da homeostase 
glicêmica.  
O primeiro passo para ativação da via é a ligação da insulina em seu receptor, 
o qual se autofosforila em resíduos de tirosina. Na figura 8 observamos que a 
fosforilação basal (antes do estímulo agudo com insulina) do IR foi semelhante em 


























Figura 7. Secreção estática de insulina de ilhotas isoladas de animais dos grupos controle (□) e 
apnéico (■), estimuladas por diferentes concentrações de glicose. Valores médios em 
ng/ilhota.min
-1
  ± EPM, * p<0,05, teste ANOVA de duas vias seguido do pós-teste de Bonferroni. 






ambos os grupos. Após estimulação com insulina, os grupos controle e apnéico 
apresentaram um aumento de 6 e 7,5 vezes, respectivamente, na fosforilação do IR, 


















Uma vez ativado, o receptor de insulina fosforila vários substratos protéicos 
em tirosina, sendo o IRS-1 e IRS-2 os principais efetores dos eventos metabólicos 
relacionados à homeostase glicêmica. Na figura 9 observamos que a fosforilação 
basal do IRS-1 não foi estatisticamente diferente entre os grupos controle e apnéico. 
Figura 8. Fosforilação em tirosina do IR em músculo de animais dos grupos controle e apnéico sem 
(-) e com (+) estímulo de insulina. Valores médios ± EPM, * p<0,05, teste ANOVA de uma via 
seguido do pós-teste de Bonferroni. (n= 7 grupo CTL e 6 grupo AP). IP: Imunoprecipitado, IB: 
Immunoblotting, IR: Receptor de insulina, PY: Fosfotirosina, pIR/IR: Razão do IR fosforilado pelo IR 
total. 



































Após estímulo, o grupo controle apresentou um aumento de 2 vezes na fosforilação 
do IRS-1, comparado ao estado basal. O mesmo não ocorreu com o grupo apnéico. 

















A etapa posterior a ativação dos IRSs é a sua associação com a PI3-K. Na 
figura 10 observamos que a associação basal do IRS-1/PI3-K não foi 
estatisticamente diferente entre os grupos controle e apnéico. Após estímulo agudo 
com insulina, ambos os grupos não apresentaram um aumento significativo na 
Figura 9. Fosforilação em tirosina do IRS-1 em músculo de animais dos grupos controle e apnéico 
sem (-) e com (+) de insulina. Valores médios ± EPM, * p<0,05, teste ANOVA de uma via seguido 
do pós-teste de Bonferroni. (n= 4 grupo CTL e 6 grupo AP). IP: Imunoprecipitado, IB: 
Immunoblotting, IRS-1: Substrato 1 do receptor de insulina, PY: Fosfotirosina, pIRS-1/IRS-1: Razão 
do IRS-1 fosforilado pelo IRS-1 total. 






































associação do IRS-1/PI3-K, comparado ao estado basal, como também, não houve 
















Na figura 11 observamos que a fosforilação basal do IRS-2 não foi 
estatisticamente diferente entre os grupos controle e apnéico. Após estímulo, o 
grupo controle apresentou um aumento de 1,5 vezes na fosforilação do IRS-2, 
comparado ao estado basal. O mesmo não ocorreu com o grupo apnéico. Não 
houve diferença significativa entre os grupos quando estimulados. 
 
Figura 10. Associação do IRS-1/PI3-K em músculo de animais dos grupos controle e apnéico sem  
(-) e com (+) estímulo de insulina. Valores médios ± EPM, teste ANOVA de uma via seguido do pós-
teste de Bonferroni. (n= 4 grupo CTL e 5 grupo AP). IP: Imunoprecipitado, IB: Immunoblotting, IRS-1: 
Substrato 1 do receptor de insulina, PI3-K: fosfatidilinositol 3-quinase, IRS-1/PI3-K: associação do 
IRS-1 com PI3-K.  
IP: IRS-1 
IB: PI3-K 











































Na figura 12 observamos que a associação basal do IRS-2/PI3-K não foi 
estatisticamente diferente entre os grupos controle e apnéico. Após estimulação, 
ambos os grupos não apresentaram um aumento significativo na associação do IRS-
2/PI3-K, comparado ao estado basal, como também, não houve diferença 




Figura 11. Fosforilação em tirosina do IRS-2 em músculo de animais dos grupos controle e apnéico 
sem (-) e com (+) de insulina. Valores médios ± EPM, * p<0,05, teste ANOVA de uma via seguido 
do pós-teste de Bonferroni. (n= 4 grupo CTL e 5 grupo AP). IP: Imunoprecipitado, IB: 
Immunoblotting, IRS-2: Substrato 2 do receptor de insulina, PY: Fosfotirosina, pIRS-2/IRS-2: Razão 
do IRS-2 fosforilado pelo IRS-2 total. 




















































A principal etapa para translocação dos transportadores de glicose (GLUT 4) 
para a membrana celular, permitindo assim a entrada de glicose na célula, é a 
ativação da proteína AKT. Na figura 13 observamos que a fosforilação basal da AKT 
não foi estatisticamente diferente entre os grupos controle e apnéico. Após 
estimulação, os grupos controle e apnéico apresentaram um aumento na 
fosforilação de 2,5 e 2 vezes, respectivamente, comparado ao estado basal. Não 




Figura 12. Associação do IRS-2/PI3-K em músculo de animais dos grupos controle e apnéico sem  
(-) e com (+) estímulo de insulina. Valores médios ± EPM, teste ANOVA de uma via seguido do pós-
teste de Bonferroni. (n= 4 por grupo). IP: Imunoprecipitado, IB: Immunoblotting, IRS-2: Substrato 2 















































4.5 Via de sinalização da insulina em fígado 
 As figuras 14-19 estão relacionadas à ativação das etapas inicias da via de 
sinalização da insulina em fígado de ratos controles (CTL) e submetidos a 8 h de 
apnéia intermitente (AP).  
No fígado, a insulina estimula o armazenamento de glicogênio e suprime a 
produção de glicose através da inibição dos processos de gliconeogênese e 
glicogenólise. Portanto, em um período de jejum, o tecido hepático exerce um papel 
fundamental para a manutenção dos níveis glicêmicos plasmáticos, convertendo os 
estoques de glicogênio em energia. 
Na figura 14 observamos que a fosforilação basal (antes do estímulo agudo 
com insulina) do IR foi semelhante nos grupos controle e apnéico. A estimulação 
Figura 13. Fosforilação da AKT em músculo de animais dos grupos controle e apnéico sem (-) e 
com (+) estímulo de insulina. Valores médios ± EPM, * p<0,05, teste ANOVA de uma via seguido do 
pós-teste de Bonferroni. (n= 6 por grupo). IB: Immunoblotting, pAKT: proteína serina/treonina 
quinase B. 
IB: pAKT 






























com insulina aumentou a fosforilação do receptor em 4,5 vezes em ambos os 
















Na figura 15 observamos que a fosforilação basal do IRS-1 não foi 
estatisticamente diferente entre os grupos controle e apnéico. Após estímulo, houve 
um aumento na fosforilação em ambos os grupos (controle 3 vezes e apnéico 2 
vezes), quando comparado ao estado basal. Não houve diferença significativa entre 
os grupos quando estimulados. 
 
































Figura 14. Fosforilação em tirosina do IR em fígado de animais dos grupos controle e apnéico sem  
(-) e com (+) estímulo de insulina. Valores médios ± EPM, * p<0,05, teste ANOVA de uma via 
seguido do pós-teste de Bonferroni. (n= 5 por grupo). IP: Imunoprecipitado, IB: Immunoblotting, IR: 




















Na figura 16 observamos que a associação basal do IRS-1/PI3-K foi 
semelhante em ambos os grupos. Após estimulação, houve um aumento na 
associação de 2 vezes no grupo controle e 2,5 vezes no grupo apnéico, comparado 





Figura 15. Fosforilação em tirosina do IRS-1 em fígado de animais dos grupos controle e apnéico 
sem (-) e com (+) estímulo de insulina. Valores médios ± EPM, * p<0,05, teste ANOVA de uma via 
seguido do pós-teste de Bonferroni. (n= 4 grupo CTL e 5 grupo AP). IP: Imunoprecipitado, IB: 
Immunoblotting, IRS-1: Substrato 1 do receptor de insulina, PY: Fosfotirosina, pIRS-1/IRS-1: Razão 
do IRS-1 fosforilado pelo IRS-1 total. 




















































Na figura 17 observamos que a fosforilação basal do IRS-2 não foi 
estatisticamente diferente entre os grupos controle e apnéico. Após estímulo agudo 
com insulina, ambos os grupos não apresentaram um aumento significativo na 
fosforilação do IRS-2, comparado ao estado basal, como também, não houve 





Figura 16. Associação do IRS-1/PI3-K em fígado de animais dos grupos controle e apnéico sem (-) e 
com (+) estímulo de insulina. Valores médios ± EPM, * p<0,05, teste ANOVA de uma via seguido do 
pós-teste de Bonferroni. (n= 4 por grupo). IP: Imunoprecipitado, IB: Immunoblotting, IRS-1: Substrato 
1 do receptor de insulina, PI3-K: fosfatidilinositol 3-quinase, IRS-1/PI3-K: associação do IRS-1 com 
PI3-K.  
















































Na figura 18 observamos que a associação basal do IRS-2/PI3-K foi 
semelhante em ambos os grupos. Após estímulo, os grupos controle e apnéico não 
apresentaram um aumento significativo na associação do IRS-2/PI3-K, comparado 
ao estado basal, como também, não houve diferença significativa entre eles na 





Figura 17. Fosforilação em tirosina do IRS-2 em fígado de animais dos grupos controle e apnéico 
sem (-) e com (+) estímulo de insulina. Valores médios ± EPM, teste ANOVA de uma via seguido do 
pós-teste de Bonferroni. (n= 5 por grupo). IP: Imunoprecipitado, IB: Immunoblotting, IRS-2: 
Substrato 2 do receptor de insulina, PY: Fosfotirosina, pIRS-2/IRS-2: Razão do IRS-2 fosforilado 
pelo IRS-2 total. 
 





















































As etapas da via de sinalização da insulina no fígado são semelhantes as que 
ocorrem no músculo, porém, a ação metabólica final da ativação da AKT, no fígado, 
promove o aumento dos estoques intracelulares de glicogênio, enquanto que no 
músculo, ocorre a captação de glicose. 
 Na figura 19 observamos que a fosforilação basal da AKT foi semelhante em 
ambos os grupos. Após estimulação com insulina, os grupos controle e apnéico 
apresentaram um aumento de 2 e 1,5 vezes, respectivamente, na fosforilação da 




Figura 18. Associação do IRS-2/PI3-K em fígado de animais dos grupos controle e apnéico sem (-) e 
com (+) estímulo de insulina. Valores médios ± EPM, teste ANOVA de uma via seguido do pós-teste 
de Bonferroni. (n= 7 grupo CTL e 5 grupo AP). IP: Imunoprecipitado, IB: Immunoblotting, IRS-2: 
Substrato 2 do receptor de insulina, PI3-K: fosfatidilinositol 3-quinase, IRS-2/PI3-K: associação do 
IRS-2 com PI3-K.  
 





























































Figura 19. Fosforilação da AKT em fígado de animais dos grupos controle e apnéico sem (-) e com 
(+) estímulo de insulina. Valores médios ± EPM, * p<0,05, teste ANOVA de uma via seguido do pós-
teste de Bonferroni. (n= 6 por grupo). IB: Immunoblotting, pAKT: proteína serina/treonina quinase B. 
































A AOS é uma síndrome caracterizada por obstrução das vias aéreas 
superiores (68) levando à hipóxia intermitente e fragmentação do sono. A apnéia 
está associada a complexas desordens fisiológicas, como hipertensão (69, 70), 
hiperatividade simpática (71, 72) e alterações no metabolismo de glicose (73, 74).  
Os primeiros relatos de que a apnéia poderia prejudicar a homeostase da 
glicose, independente da obesidade, surgiu no início da década de 90. Entretanto, a 
falta de dados pré-clínicos para guiar e apoiar os estudos clínicos, além das 
dificuldades com as técnicas para avaliar a sensibilidade à insulina, têm impedido o 
progresso dos estudos no campo da AOS associada às desordens no metabolismo 
de glicose.  
A maioria dos estudos pré-clínicos são realizados em modelos de hipóxia 
intermitente, porém muitos não espelham o verdadeiro perfil da síndrome. No 
presente estudo utilizamos um modelo experimental que melhor reproduz as 
peculiaridades da apnéia, como hipercapnia e esforço respiratório (63). Além disso, 
esse modelo permite realizar apnéias menos estressantes, sendo esta perturbação 
orgânica um fator limitante para muitos estudos que sofrem influências hormonais.  
Diversos estudos têm mostrado que pacientes com apnéia do sono 
apresentam níveis plasmáticos de glicose aumentados (38, 75, 76) e estes relatos 
corroboram com os resultados do nosso trabalho (tabela 1). Iiyori e colaboradores 
sugerem que a hiperglicemia observada em camundongos submetidos à hipóxia 
intermitente ocorre pela super estimulação do sistema nervoso simpático levando ao 
aumento da produção hepática de glicose (35). Assim, o sistema nervoso 
autonômico, em resposta a hipóxia intermitente, pode contribuir potencialmente para 
elevar a glicemia e criar um ambiente suscetível à progressão do diabetes tipo 2.  
Outra hipótese para esta hiperglicemia são as perturbações do sono (77) que 
a apnéia provoca. Há um crescente corpo de evidências indicando que o sono pode 
influenciar no metabolismo de glicose (78, 79). Stamatakis e Punjabi avaliaram os 





saudáveis, utilizando estímulos auditivos e mecânicos durante duas noites (30-40 
vezes/h) e observaram que a fragmentação do sono causou um aumento da 
atividade simpática, dos níveis de cortisol, acompanhados de uma diminuição de 
25,2% na sensibilidade à insulina e 20,9% na habilidade da glicose em induzir o seu 
próprio metabolismo (41). Outro estudo também feito em humanos, porém este de 
restrição do sono, observou que a redução do sono para 4 h/noite durante 6 dias foi 
capaz de aumentar a atividade simpática, alterar o ritmo circadiano de cortisol 
(aumentado à noite) e diminuir a tolerância à glicose (73). Portanto, tanto a hipóxia 
intermitente quanto as perturbações do sono podem potencialmente contribuir para 
alterações no balanço simpatovagal, na atividade adrenocortical e no metabolismo 
de glicose. 
Uma forma de evidenciar o efeito que a apnéia exerce sobre a modulação da 
atividade simpática é fazendo o uso da pressão positiva contínua nas vias aéreas 
(CPAP), tratamento predominante para síndrome da AOS (SAOS). Estudo feito em 
pacientes com AOS apontou que a atividade simpática elevada enquanto acordados, 
o aumento marcante da pressão arterial e atividade simpática durante o sono foram 
atenuados com o uso do CPAP (80).  Entretanto, os estudos sobre o efeito benéfico 
do tratamento com CPAP sobre a resistência à insulina em pacientes com SAOS 
são conflitantes (81-84).  
A estreita relação da apnéia com a síndrome metabólica decorre de ambas 
apresentarem características clínicas similares, como obesidade visceral, 
dislipidemias, hipertensão, resistência à insulina e diabetes tipo 2 (19, 85). Ao que 
diz respeito às alterações no metabolismo de glicose, o diabetes tipo 2 provém de 
duas irregularidades fisiológicas: resistência insulina periférica (predominantemente 
no músculo, tecido adiposo e fígado)  e disfunção das células β pancreáticas 
causando redução da secreção de insulina. A resistência à insulina pode ser o início 
desta desordem fisiológica, a qual no primeiro instante é compensada por um 
aumento na secreção de insulina (86). Diante disso, é possível que o nosso modelo 
de apnéia intermitente tenha desenvolvido resistência à insulina pela 





foi observado em outros estudos realizados em pessoas com AOS (76, 87, 88), bem 
como o aumento da função basal das células β pancreáticas (89). 
Além dos parâmetros bioquímicos indicarem que a apnéia provocou 
alterações na homeostase da glicose, também realizamos outros testes para 
complementar e apoiar nossos resultados. Na avaliação da tolerância à glicose 
medida pelo GTT, o qual permitiu estimar a capacidade secretora de insulina pelas 
células β, como também permitiu estimar a sensibilidade periférica ao hormônio, 
observamos um comprometimento na metabolização da glicose e este resultado 
corrobora com os estudos clínicos da literatura (90). Apesar da avaliação do GTT 
apontar intolerância à glicose nos animais que sofreram apnéia (figura 5), pode-se 
notar que o perfil de metabolização da hexose no grupo apnéico foi semelhante ao 
grupo controle, no entanto, às custas de uma maior função pancreática refletida pela 
maior concentração de insulina circulante (tabela 1). Dados do Third National Health 
e Nutrition Examination Survey indicam que 6,9% dos adultos dos Estados Unidos 
têm níveis elevados de glicose de jejum e 15,6% resultados anormais no GTT (91), 
critérios de avaliação metabólica que são frequentemente associados aos distúrbios 
respiratórios do sono.  
A resistência à insulina tem sido correlacionada com a AOS independente do 
IMC, apesar da alta prevalência de obesidade entre adultos e crianças nos grupos 
de pesquisa (87, 90, 92). Um estudo feito em homens com sobrepeso ou obesidade 
demonstrou que a resistência à insulina determinada pelo Homeostasis model 
assessment (HOMA-IR), um modelo matemático que prediz a resistência à insulina 
pelas medidas de glicemia e insulina de jejum (93), foi proporcional ao grau de 
severidade dos distúrbios respiratórios do sono, após ajuste para IMC e 
porcentagem de gordura corporal (94). Entretanto, os resultados dos estudos são 
controversos, sugerindo uma possibilidade de a obesidade influenciar no 
aparecimento da resistência à insulina. 
Diferente do estudo anterior que utilizou um método indireto para avaliar a 
resistência à insulina (HOMA-IR), nós utilizamos um método que analisa o mesmo 





mais rápida e intensa for a queda da glicemia após sobrecarga de insulina, mais 
sensível os tecidos estão ao hormônio. Diante disso, encontramos em nossos 
resultados (figura 6) uma tendência de menor velocidade de desaparecimento da 
glicose (p=0,07) feita pelos tecidos insulino-sensíveis, como por exemplo, músculo e 
tecido adiposo. Apesar de a hiperinsulinemia ser uma característica de resistência à 
insulina, esta não foi efetivamente visualizada pelo ITT. No entanto, uma tendência à 
resistência ao hormônio é perceptível nos animais apnéicos e acreditamos que uma 
maior duração do protocolo de apnéia poderia acentuar esta diferença. Cremos que 
estamos no limiar entre a normalidade e a resistência insulínica. 
O desenvolvimento da resistência à insulina é acompanhado por respostas 
compensatórias de secreção do hormônio pelas células β e acredita-se que um dos 
mecanismos para os distúrbios metabólicos associados à AOS possa ser atribuído a 
tal alteração (95). Em nossa avaliação da secreção de insulina estimulada pela 
glicose, em ilhotas pancreáticas isoladas (figura 7), observamos que a apnéia 
promoveu um aumento na secreção de insulina na concentração 16,7 mM de 
glicose. Sendo assim, tomados os dados em conjunto, verificamos que as ilhotas 
pancreáticas de animais apnéicos secretam mais insulina do que as de animais 
controles, na tentativa de restabelecer a glicemia dentro dos valores normais frente a 
uma possível resistência à insulina, visualizada pelo ITT. Porém, esse reajuste na 
homeostase não foi alcançado, como observado pela intolerância à glicose 
apresentada. 
Até o momento há relato de apenas um trabalho na literatura sobre os efeitos 
da apnéia utilizando um método de secreção de insulina semelhante ao utilizado no 
presente estudo (96). Neste, Ota e colaboradores verificaram que a exposição por 
24 h de hipóxia intermitente provocou diminuição significativa na secreção de 
insulina em células HIT-T15 (uma linhagem clonal de células β de hamster) e ilhotas 
isoladas de ratos Wistar, nas concentrações 5,5 e 22 mM de glicose (96). Apesar 
destes dados serem opostos aos nossos, é importante ressaltar que as ilhotas que 
utilizamos foram submetidas a um protocolo de apnéia in vivo, enquanto que as do 
estudo em questão foram submetidas a um protocolo de hipóxia in vitro por um 





ilhotas  e as células HIT-T15, acarretando uma possível exaustão celular e 
consequente atenuação da secreção de insulina, a despeito da ausência de 
apoptose encontrada. A escassez de dados na literatura a cerca do efeito que a 
apnéia exerce sobre a função secretora da célula β torna o nosso resultado um 
importante contribuinte para o esclarecimento desse campo ainda não elucidado. 
Além dos dados bioquímicos, in vivo e in vitro, nós também analisamos a 
sensibilidade à insulina dos principais tecidos responsáveis pela captação de glicose 
(músculo) e manutenção homeostática de jejum (fígado).  
O músculo esquelético é o principal responsável pela captação da glicose 
sanguínea, estimulado pela insulina (97). Esta regulação é feita através da ativação 
do receptor de insulina e subsequentes fosforilações protéicas, culminando na 
ativação da proteína AKT, passo determinante para a translocação do transportador 
de glicose (GLUT 4) à membrana celular, permitindo assim a entrada de glicose na 
célula. Além do controle glicêmico, o efeito global do hormônio é anabólico, portanto, 
ele aumenta a formação de glicogênio e captação de aminoácidos e promove a 
síntese protéica. 
Na avaliação das etapas iniciais de sinalização insulínica no músculo foi 
evidenciado que a apnéia não alterou a sensibilidade ao hormônio (figuras 8-13). 
Este dado num primeiro instante demonstrou-se curioso, pois de um modo geral a 
hiperglicemia e hiperinsulinemia vistos nos dados bioquímicos, bem como a 
intolerância à glicose e a tendência a resistência à insulina observados nos testes in 
vivo conduze-nos a conjecturar que existe algum prejuízo na via de sinalização da 
insulina, todavia, este dano não foi observado. Podemos então sugerir que o 
expressivo aumento na secreção de insulina pelas ilhotas pancreáticas pode estar 
associado à preservação da via no músculo, na tentativa de restabelecer a 
homeostase glicêmica.  
Além disso, outra possível explicação da via insulínica no músculo 
apresentar-se preservada, enquanto um prejuízo no metabolismo de glicose é 
evidenciado, baseia-se no conceito de resistência à insulina dependente do tipo de 





fibras com propriedades contráteis e metabólicas distintas. De fato, as fibras do tipo 
I, vermelhas, oxidativas e de contração lenta são mais sensíveis à insulina do que as 
fibras do tipo II-B, brancas, glicolíticas e de contração rápida. Já as fibras do tipo II-A 
são tanto vermelhas quanto brancas e possuem ação mista (98). 
Estudo feito em camundongos expostos a 9 h de hipóxia intermitente avaliou 
a utilização de glicose nos músculos sóleo, vasto e gastrocnêmio pelo clamp 
euglicêmico hiperinsulinêmico (método considerado padrão-ouro para a avaliação da 
resistência à insulina) e verificou que a resistência ao hormônio apresentada nos 
animais foi exclusivamente atribuída ao músculo sóleo (35). No presente estudo 
utilizamos o músculo gastrocnêmio composto por fibras do tipo II-A mistas, e 
possivelmente por isso o prejuízo na via de sinalização da insulina não foi 
observado, muito embora os testes in vivo (GTT e ITT) tenham demonstrado 
alterações na homeostase glicêmica. 
Assim como no músculo, nós também avaliamos a cascata de sinalização 
insulínica hepática, e da mesma forma os resultados revelaram que no grupo 
apnéico a via não ficou prejudicada (figuras 14-19). Além disso, podemos observar 
um perfil de ativação mais elevado no grupo apnéico sem estímulo do que o grupo 
controle na mesma situação. Quanto a isto, ressaltamos que os animais apnéicos 
partiram de níveis basais de insulina mais elevados, o que provavelmente tenha 
contribuído para essa maior ativação da via, mesmo sem o estímulo exógeno do 
hormônio. A sinalização insulínica no fígado preservada possivelmente seria um 
indício das manifestações observadas na literatura de que hipóxia exacerba o 
acúmulo de lipídeo e glicogênio hepáticos (99, 100). 
 A entrada de glicose no fígado é feita por difusão facilitada pelo transportador 
de glicose (GLUT 2), o qual fica permanentemente na membrana do hepatócito sem 
necessitar da ativação da insulina. Apesar do hormônio não participar da captação 
de glicose, ele medeia outras funções através do receptor de insulina e subsequente 
ativação da cascata de sinalização, como regulação da síntese de glicogênio, 





A regulação do metabolismo de glicose, mediada pela insulina, resulta na 
utilização (via glicolítica) e inibição da síntese (via gliconeogênese) de glicose e 
armazenamento dessa hexose como glicogênio.  A insulina aumenta a transcrição 
de genes de enzimas da via glicolítica como a glicoquinase, fosfofrutoquinase e 
piruvato quinase, enquanto inibe ou diminui a taxa de transcrição daqueles que 
codificam as enzimas da via da gliconeogênese, como fosfoenolpiruvato 
carboxiquinase (PERCK), frutose-1,6-bifosfatase e glicose 6 fosfatase (101, 102). A 
síntese de glicogênio é feita pela inativação da enzima glicogênio sintetase, a qual é 
regulada pela inibição, via fosforilação da AKT, da glicogênio sintase quinase-3 
(GSK-3) em resposta à insulina (103). O hormônio também ativa a proteína fosfatase 
1, que por um processo dependente da PI3-K, inativa a glicogênio sintetase 
diretamente, aumentando os estoques de glicogênio intracelular (104). 
Assim como a regulação da síntese de glicogênio, a insulina também exerce 
um papel lipogênico sobre o fígado. O hormônio via SREBP-1c (sterol regulatory 
element-binding proteins), um fator de transcrição que aumenta a expressão de 
genes lipogênicos, estimula a síntese de ácidos graxos, tais como a acetil Coa 
carboxilase e a ácido graxo sintetase (105-107). No jejum, condição no qual há 
supressão de insulina, a quantidade total de SREBP-1c no fígado é reduzida e, após 
a realimentação é aumentada, indicando que a ativação deste fator é diretamente 
proporcional à insulina circulante (108). Além disso, em modelos animais de 
diabetes mellitus tipo 2 este fator encontra-se aumentado (109) e sua expressão 
depende da ativação da via IRS-1-PI3-K (110). 
Além da insulina estimular a expressão de SREBP-1C, Im e colaboradores 
observaram que a combinação do hormônio com hiperglicemia confere um efeito 
aditivo na ativação da expressão deste fator transcricional, e ainda, que este está 
envolvido no aumento da expressão do GLUT 2 em hepatócitos (111). Em nossos 
animais apnéicos encontramos hiperglicemia, hiperinsulinemia e via de sinalização 
da insulina preservada, dados que nos fazem conjecturar que estes animais 
apresentariam uma superexpressão do GLUT 2 mediado pelo SREBP-1C, 





Um conjunto emergente de dados indica uma relação entre AOS, resistência 
à insulina, doença hepática gordurosa não alcoólica (DHGNA) e obesidade (112-
115), muito embora não seja clara a causalidade. Savransky e colaboradores 
demonstraram em camundongos magros que a exposição à hipóxia crônica 
intermitente provocou lesões hepáticas, estresse oxidativo e acúmulo excessivo de 
glicogênio no fígado (99). Outro estudo feito em camundongos propensos a 
desenvolver esteato hepatite não-alcoólica (EHNA) demonstrou que a exposição 
sustentada à hipóxia agravou e acelerou a progressão da EHNA, diminuiu a 
sensibilidade à insulina e aumentou a expressão de SREBP-1C (116). 
Diante disso, observamos que a hipóxia estimula a resposta insulínica 
anabólica de síntese de glicogênio e lipídeos; e a via insulínica hepática preservada 
poderia estar envolvida neste processo.  
 Como já discutido, possivelmente a hiperglicemia observada em pacientes 
com AOS seja o resultado de um aumento na produção hepática de glicose, tanto 
pela hipóxia intermitente, quanto pelas perturbações do sono, causada pela ativação 
do sistema nervoso simpático e aumento dos níveis de cortisol. Estes dados fazem-
nos pressupor que elevados níveis de catecolaminas estejam presentes nestes 
pacientes, contribuindo para elevar a glicose plasmática durante a apnéia. Embora 
não tenhamos avaliado os níveis de catecolaminas em nossos animais, estudos 
clínicos em pacientes com AOS (117, 118) e em roedores submetidos à hipóxia 
intermitente (119) mostraram a existência do aumento de catecolaminas circulantes, 
porém estes dados não foram correlacionados ao metabolismo de glicose. 
As catecolaminas antagonizam os efeitos da insulina por estimularem a 
gliconeogênese e glicogenólise hepáticas e a lipólise no tecido adiposo, bem como 
inibirem a utilização de glicose no músculo esquelético via receptor  adrenérgico 
(120). O efeito lipolítico sobre as células adiposas ocorre pela ativação da enzima 
lipase hormônio sensível (LHS), levando a uma maior liberação de ácidos graxos 
livres (AGL), os quais contribuem para o aumento da glicemia (121, 122). A 
liberação aumentada de AGL pelo tecido adiposo pode causar neste tecido e no 





captação de glicose insulino-mediada. No fígado, os AGL aumentam a produção de 
glicose e juntos (AGL e glicose) aumentam a secreção de insulina no pâncreas, 
resultando em um quadro de hiperglicemia e hiperinsulinemia (123, 124). Entretanto, 
esta resposta só é vista em exposição aguda aos substratos, quando crônica, ocorre 
inibição da secreção da insulina.  
Muito embora a avaliação do tecido adiposo não tenha sido feita em nosso 
trabalho, este tecido poderia participar de forma importante na manutenção global do 
controle glicêmico.  
Trabalho realizado com animais transgênicos mostrou que a supressão do 
GLUT 4 em adipócitos e sua expressão normal no músculo resultou em intolerância 
à glicose e resistência à insulina (125). Inversamente, em animais transgênicos com 
aumento da expressão do GLUT 4 no tecido adiposo associado a um quadro de 
diabetes implicou em aumento da sensibilidade à insulina e tolerância à glicose 
(126). Além disso, a exposição de ratos à hipóxia crônica intermitente por 10 h/ dia, 
durante 40 dias, resultou em diminuição dos níveis protéicos e de RNAm do GLUT 4 
no tecido adiposo, sugerindo refletir diretamente na resistência à insulina 
apresentada (127).  
Algumas evidências também apontam que a resistência à insulina se iniciaria 
primeiramente no tecido adiposo e que este tecido teria um papel importante na 
indução da resistência à insulina no músculo esquelético e fígado (128).  
Embora o tecido adiposo capte apenas 20% da glicose no organismo, sendo 
o músculo esquelético o principal responsável, dados da literatura mostram que 
alterações em sua sinalização acarretam consequências na homeostase glicêmica. 
Desta forma, a resistência insulínica in vivo observada após 8 h de apnéia 
intermitente provavelmente não está relacionada às alterações nas etapas da 
transmissão do sinal insulínico observadas em fígado e músculo, entretanto, não 





Com base nos resultados apresentados, podemos sugerir o seguinte modelo 
de desenvolvimento de resistência insulínica induzida pelo protocolo agudo de 























































Figura 20: Possíveis alterações no metabolismo de glicose induzidos pela apnéia. Apnéia 
aguda (8 h) pode promover o aumento dos níveis circulantes de corticosterona e 
catecolaminas e ambos provocar hiperglicemia (1). Esta por sua vez, estimula a liberação de 
insulina no pâncreas (2) gerando uma consequente hiperinsulinemia (3), uma particularidade 
da resistência à insulina. Mesmo após ajuste compensatório da produção de insulina, a 
hiperglicemia não foi normalizada, apontando um quadro de intolerância à glicose (4). A via de 
sinalização da insulina preservada no músculo esquelético pode indicar aumento da captação 
de glicose na tentativa de restabelecer a homeostase glicêmica. No entanto, uma possível 
resistência ao hormônio em fibras do tipo I pode estar ocorrendo, correspondendo desta forma 
com a resistência à insulina manifestada. No fígado, a via de sinalização da insulina também 
esteve preservada e poderia contribuir para o aumento da lipogênese e/ glicogênese. Além 
disso, a hiperglicemia poderia aumentar a expressão do transportador de glicose 2 (GLUT 2), 
causando acúmulo de glicogênio hepático. (5) As catecolaminas podem influenciar o tecido 
adiposo em aumentar a lipólise, a qual eleva os níveis circulantes de ácidos graxos livres 
(AGL). Os AGL podem diminuir a captação de glicose no tecido adiposo, como também 
aumentar a produção pancreática de insulina. A apnéia também pode diminuir o GLUT 4 dos 
adipócitos acarretando em resistência à insulina. 






A exposição aguda de 8 h de apnéia obstrutiva foi capaz de: 
 Aumentar a glicose e insulina plasmáticas; 
 Induzir intolerância à glicose e resistência à insulina; 
 Aumentar a secreção de insulina em ilhotas pancreáticas isoladas quando 
incubadas em alta concentração de glicose (16,7 mM); 
 Não alterar a via de sinalização insulínica tanto no músculo gastrocnêmio 
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Patients with sleep apnea often have metabolic syndrome, but the mechanisms of 
this association are not clear, partly because the presence of comorbidities 
complicates the identification of causes and effects. We investigated if apnea affects 
the sensibility to insulin. We used a tracheal balloon contained in a Teflon tube to 
induce apnea without provoking tracheal pain in the conscious rat. One week after 
implantation of the balloon, rats were subjected to 8 h of intermittent apnea, 14 s 
every 2 min. Control rats had a tracheal balloon, but were not subjected to apnea. 
Thirty min after the end of the apneas, blood glucose and plasma insulin were 
increased. The glucose tolerance test (i.v. injection of 1 g/kg glucose) showed that 
apnea reduced the metabolism of glucose by the tissues. The insulin tolerance test 
(i.v. injection of 0.75 U/kg insulin) showed a trend (p=0.07) toward reduced fall of 
glucose levels after apnea, suggesting that apnea induced resistance to insulin. 
Apnea increased insulin secretion induced by 16.7 mM glucose in isolated islets of 
Langerhans. Westerns blots failed to show differences between rats subjected to 
apnea and controls in the activation of IR, IRS-1, IRS-2, IRS-1/PI3-K, IRS-2/PI3-K 
and AKT in skeletal muscle and liver tissue. In conclusion, 8 h of intermittent apnea 
induced several changes in glucose metabolism. This relatively short period did not 
affect the initial steps of insulin signaling pathway.  
 
